Effets d'un mélange d'ingrédients actifs de pesticides sur l'activation de la voie du récepteur aux hydrocarbures d'aryle by Bergeron, Sandra
i 
 
 
  
ii 
 
EFFETS D’UN MÉLANGE D’INGRÉDIENTS ACTIFS DE PESTICIDES SUR 
L’ACTIVATION DE LA VOIE DU RÉCEPTEUR AUX HYDROCARBURES D’ARYLE.  
 
 
 
 
par 
 
 
 
 
Sandra Bergeron 
 
 
 
 
Mémoire présenté au Département de biologie en vue 
de l’obtention du grade de maître ès sciences (M.Sc.) 
 
 
 
 
FACULTÉ DES SCIENCES 
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
 
 
 
 
Sherbrooke, Québec, Canada, Août 2017 
iii 
 
Le 15 août 2017 
 
 
 
 
le jury a accepté le mémoire de Madame Sandra Bergeron 
dans sa version finale. 
 
 
 
 
Membres du jury 
 
 
 
Professeur Luc Gaudreau 
Directeur de recherche 
Département de biologie 
 
 
 
Professeur Benoît Leblanc 
Évaluateur interne  
Département de biologie 
 
 
 
Professeur Pierre-Étienne Jacques 
Président-rapporteur 
Département de biologie 
iv 
 
SOMMAIRE 
 
 
 
Depuis bon nombre d’années déjà, la question ne se pose plus ; l’utilisation des pesticides en 
agriculture est nécessaire puisque sans ces derniers les chances que les terres soient ravagées 
par les insectes, champignons ou petits rongeurs représenteraient un trop grand risque pour les 
agriculteurs. Cependant, cette utilisation massive de pesticides en agriculture apporte son lot de 
questionnements et d’inquiétudes face aux effets néfastes qu’ils pourraient avoir tant sur les 
humains que sur la faune et la flore. Bien que tous les pesticides utilisés au Canada soient 
homologués par Santé Canada, et sont donc jugés comme ne représentant pas de risques élevés 
ni pour l’environnement ni les humains, nul ne connait les effets d’un mélange de pesticides sur 
nos cellules, notre organisme. Ce projet de recherche vise donc à évaluer les effets d’un mélange 
de pesticides composé de cinq ingrédients actifs communément utilisés en agriculture sur les 
niveaux d’expression du gène CYP1A1, un gène cible du récepteur aux hydrocarbures d'aryle 
(AhR).  
 
 
 
Ce récepteur, bien qu’impliqué dans bon nombre d’autres réponses cellulaires, joue un rôle 
important dans la détoxification de l’organisme en activant la transcription de certains gènes 
dans la famille du cytochrome P450, dont le gène CYP1A1. Tel que mentionné précédemment, 
le but du présent projet de recherche est d’évaluer les effets d’un mélange composé d’au moins 
deux ingrédients actifs de pesticides sur l’activation de la voie de AhR. Les résultats du projet 
de recherche ont démontré que certaines combinaisons donnent lieu à une activation synergique 
de la voie AhR alors que d’autres donnent plutôt lieu à une activation additive. Dans le cas où 
la concentration des ingrédients actifs est élevée, on obtient plutôt un effet inhibiteur. N’est-ce 
pas paradoxal qu’à faibles doses, il y a un effet soit additif ou synergique alors qu’à de hautes 
concentrations, l’effet est plutôt inhibiteur ? Il ne faut alors pas croire que de fortes doses de 
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pesticides sont bénéfiques puisque les effets sur les niveaux d’expression des gènes cibles de 
AhR ne signifient pas qu’il en sera de même pour les tous les autres gènes.  Les résultats ont 
également démontré qu’en présence d’œstrogène, les ingrédients actifs seuls ou en combinaison 
ont le même effet que le 2,3,7,8-Tétrachlorodibenzo-para-dioxine (TCDD) sur l’interaction 
croisée entre AhR et le récepteur aux œstrogènes ; l’expression du gène CYP1A1 est réprimée 
alors que l’expression de CYP1B1 demeure inchangée.  
 
 
 
Maintenant qu’on comprend bien les effets que peuvent avoir une combinaison d’ingrédients 
actifs de pesticides sur l’activation AhR, il ne reste plus qu’à comprendre pourquoi certains 
mélanges donnent lieu à une activation synergique et d’autres additive. Une question bien 
simple, mais à laquelle il est si difficile de répondre.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mots clés : AhR, CYP1A1, CYP1B1, ERα, MCF-7, interaction croisée, pesticides, transcription 
génique 
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CHAPITRE 1 
 
INTRODUCTION GÉRÉRALE 
 
 
 
Au cours des dernières années, l’agriculture traditionnelle s’est presque complètement effacée 
pour laisser place à une agriculture de masse où l’utilisation des pesticides s’est avérée 
essentielle afin d’assurer un bon rendement. Le terme pesticide est un terme général regroupant 
diverses familles de composés chimiques servant à lutter contre une espèce jugée nuisible par 
l’homme, que ce soit des rongeurs, des insectes, des champignons ou encore des mauvaises 
herbes.  
 
 
 
Bien que tous les pesticides utilisés en territoire canadien doivent être homologués par l’Agence 
Réglementaire de la Lutte Antiparasitaire du Canada (ARLA), les tests effectués par ces derniers 
ont une faille majeure. En effet, les tests sont faits sur un seul pesticide à la fois alors que dans 
les champs, il est commun d’utiliser plusieurs pesticides simultanément, la combinaison la plus 
fréquente étant un herbicide avec un fongicide. Certains pesticides commerciaux contiennent 
même plus d’un ingrédient actif. Il y a donc un cocktail de pesticides dans l’environnement et 
aucune étude ne démontre les effets potentiels d’un tel cocktail de pesticides sur les différentes 
voies cellulaires.  
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1.1 Mécanismes de la transcription chez les eucaryotes 
 
 
 
Ce qui est fascinant chez les organismes vivants, c’est leur capacité de s’adapter aux nombreux 
changements qui surviennent dans leur environnement. Effectivement, ces derniers peuvent 
s’adapter aux changements constants de leur environnement soit en exprimant ou en réprimant 
certains gènes. Cette activation ou répression dépend tout simplement de l’interaction de 
diverses protéines régulatrices se liant de manière spécifique à différentes régions sur l’ADN. 
À titre d’exemple, en présence de xénobiotiques, les cellules peuvent activer la transcription de 
gènes ayant un rôle à jouer dans la détoxification.  
  
 
 
1.1.1 Organisation du génome dans les cellules humaines 
 
 
 
Dans chacun des 46 chromosomes humains, la double hélice d’ADN a une longueur de milliers 
de fois le diamètre du noyau cellulaire. Il est donc essentiel pour les cellules de condenser l’ADN 
afin que cette dernière puisse s’empaqueter dans le noyau. Voilà donc une des fonctions des 
histones : compacter l’ADN.  Ainsi, environ 146 paires de bases d’ADN sont enroulés autour 
d’un octamère d’histones, ce dernier étant composé d’un tétramère H3 et H4 et de deux dimères 
de H2A et H2B. Tel que l’on peut le constater sur la figure 1, les nucléosomes ressemblent un 
peu à un collier de perles. Et lorsque l’ADN atteint son plus haut niveau de compaction, on 
retrouve alors les chromosomes sous leur forme métaphasique. Bien entendu, l’ADN n’est pas 
statique, il est en constant changement.  
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Certaines modifications au niveau des histones compactent l’ADN diminuant ainsi la 
transcription alors que d’autres diminuent l’interaction entre l’ADN et les histones permettant 
Figure 1: Les différents niveaux de compaction de la chromatine. 
                (Adapté de Felsenfeld et Groudine., 2003) 
4 
 
ainsi la transcription (Banister et Kouzarides., 2011). À titre d’exemple, l’acétylation de certains 
résidus lysine par une histone acétyl transférase (HAT) a pour effet de diminuer l’interaction 
entre les divers nucléosomes rendant ainsi la chromatine plus accessible à la machinerie de 
transcription. D’autres modifications, telles que la méthylation, peuvent avoir soit un effet 
négatif ou positif sur la transcription tout dépendant du nombre de groupements ajoutés et où 
ses derniers se trouvent. Or, il est faux de croire que ces modifications sont permanentes ; 
lorsque certaines marques sont ajoutées, d’autres sont enlevées (Watson et al., 2009).  
 
 
 
1.1.2 Structure d’un gène eucaryote codant pour une protéine 
 
 
 
Les gènes codant pour des protéines, chez les eucaryotes, sont composés de deux régions : une 
régulatrice et l’autre codante. Tel que le nom l'indique, la région codante est la région qui sera 
traduite en protéine une fois le gène transcrit alors que la région régulatrice joue plutôt un rôle 
de contrôle de la transcription. Dans la région régulatrice, on retrouve la région du promoteur. 
La région du promoteur peut être subdivisée en trois composantes soit le promoteur basal, 
proximal et distal (Maston et al., 2006 ; Watson et al., 1994). Au niveau du promoteur basal, on 
peut retrouver jusqu’à sept éléments qui, tous ensemble, permettent l’assemblage du complexe 
de préinitiation de la transcription (PIC) et permettent également de dicter le sens de la 
transcription (Thomas et Chiang., 2006). Un de ces éléments est l’initiateur (Inr); il contient une 
séquence riche en pyrimidine et encadre ainsi le site d’initiation de la transcription (TSS). Un 
deuxième élément est l’élément de promoteur en aval (DPE), ce dernier étant localisé entre 29 
à 35 nucléotides en aval du TSS. En plus du DPE, on peut retrouver l’élément de motif dix 
(MTE) ainsi que l’élément central en aval (DCE), qui sont tous deux situés en aval du TSS. Une 
boîte TATA peut également être présente dans environ 10 % des gènes et celle-ci sert à la liaison 
de la protéine de liaison de la boîte TATA (TBP). Le sixième et le septième élément sont le 
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BREu et BREd qui sont de part et d’autre de la boîte TATA et aident l’orientation de la 
transcription (Thomas et Chiang., 2006).  
 
 
 
Le promoteur proximal est situé directement en amont du promoteur basal et permet également 
la liaison de différents facteurs de transcriptions et contient des sites de liaison pour les co-
régulateurs. Et le promoteur distal, pouvant être situé jusqu’à 10KB du TSS, contient des 
amplificateurs, silenceurs et des insulateurs (Maston et al., 2006) et agit sur de très longues 
distances.   
 
 
 
1.1.3 Les différentes étapes de la transcription 
 
 
 
Afin qu’il y ait une initiation efficace sur les promoteurs eucaryotes, plusieurs facteurs 
d’initiation sont nécessaires et ces facteurs sont mieux connus sous le nom de facteurs généraux 
de transcription. Cependant, l’information génétique étant incorporée dans les nucléosomes, les 
facteurs généraux de transcription ne sont pas suffisants à eux seuls pour se lier aux promoteurs 
et ainsi amorcer la transcription (Alberts et al., 2005). En effet, des facteurs supplémentaires 
tels que le complexe médiateur et les protéines de remodelage de la chromatine sont requis afin 
d’amorcer efficacement le processus de transcription.  
 
 
 
Pour transcrire un gène, l’ARN polymérase doit effectuer une série d’étapes regroupée en trois 
phases : initiation, élongation et terminaison afin de produire un brin d’ARN complémentaire à 
un brin matrice d’ADN. Il existe trois types de polymérase ayant chacune un rôle distinct. 
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L’ARN polymérase I transcrit les gènes de trois des quatre ARN ribosomiques. Les ARNm 
quant à eux sont transcrits par l’ARN polymérase II et les queues poly-A sont ajoutées par une 
polymérase poly-A. La dernière et non la moindre, la polymérase III transcrit les ARN de 
transfert ainsi qu’une série de petits ARN nucléaires et cytoplasmiques, incluant le quatrième 
ARN ribosomique.  
 
 
 
1.1.3.1 Initiation 
 
 
 
L’initiation de la transcription consiste au recrutement de l’ARN Pol II ainsi que des facteurs 
généraux de transcription dont les fonctions spécifiques sont énumérées dans le tableau 1 ci-
dessous. L’assemblage de l’ARN Pol II et des facteurs généraux de transcription forme le 
complexe de préinitiation de la transcription (PIC) (Murakami et al., 2013). Une fois le PIC 
formé, il s’en suit d’une étape d’initiation abortive avant que la polymérase ne se libère du 
promoteur et entame la phase d’élongation. Durant cette période, la polymérase synthétise de 
courts transcrits d’ARN. 
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Tableau 1: Les facteurs généraux de transcription et leurs fonctions respectives  
                  (Adapté de Thomas et Chiang., 2006). 
Facteur de transcription Fonction 
TFIIA Stabilisateur de la liaison de la TBP à la boîte TATA 
TFIIB Stabilisateur du complexe TBP-TATA, reconnaissance du site 
d’initiation de la transcription et aide au recrutement du complexe 
Pol II/TFIIF 
TFIID Sélection et liaison du site d’assemblage du complexe de pré-
initiation de la transcription 
TFIIE Permet le recrutement de TFIIH 
TFIIF Liaison à l’ARN Pol II et stabilisateur du complexe de pré-
initiation de la transcription 
TFIIH Permet l’ouverture de la bulle de transcription au niveau du 
promoteur via son activité hélicase et possède également une 
activité kinase 
Liste des facteurs généraux de transcription ainsi que leurs principales fonctions 
respectives.  
 
 
 
1.1.3.2 Élongation 
 
 
 
Pour que la phase d’élongation ait lieu, il doit y avoir la libération du promoteur. La grande 
sous-unité de la Pol II possède un domaine carboxy terminal, aussi appelé la queue de la 
polymérase, contenant 52 répétitions de l’heptapeptide Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser. Il 
semblerait que le nombre de répétions de l’heptapeptide soit lié à la complexité du génome 
(Watson et al., 2009). Chaque motif répété contient des sites de phosphorylation par des kinases 
spécifiques, notamment une qui est une sous-unité de TFIIH (Alberts et al., 2005). L’ajout de 
groupements phosphate à la queue de la polymérase permet à la polymérase de se défaire de la 
majorité des facteurs généraux de transcription utilisés durant l’initiation. L’enzyme les laisse 
donc derrière lorsqu’elle quitte le promoteur. Une fois détachée du promoteur, la polymérase 
peut non seulement synthétiser le brin d’ARN complémentaire au brin d’ADN matrice, mais 
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cela permet également à une autre ARN polymérase II de venir se lier au promoteur et d’ainsi 
répéter tout le processus mentionné ci-haut.  
 
 
 
1.1.3.3 Terminaison 
 
 
 
Lorsque la polymérase a terminé de transcrire le gène en question, elle doit se détacher du brin 
matrice d’ADN. Bien que la terminaison soit bien comprise chez les procaryotes, le mécanisme 
chez les eucaryotes demeure encore nébuleux. Cependant, plusieurs pensent que la terminaison 
est couplée au processus qui permet le clivage et la polyadénylation du nouveau transcrit d’ARN 
messager (Alberts et al., 2005; Watson et al., 2009; Lodish et al., 2000). En effet, nombreux 
sont ceux qui suggèrent que ce clivage du brin d’ARNm mène à un changement de conformation 
allostérique qui pousse la polymérase à se détacher du brin matrice d’ADN.  
 
 
 
1.2. Le récepteur aux hydrocarbures d'aryle 
 
 
 
Le récepteur aux hydrocarbures d'aryle, également connu sous le nom du récepteur à la dioxine, 
est un facteur de transcription de la famille des bHLH-PAS activé par la liaison d’un ligand 
(Hankinson., 1995; Beischlag et al, 2008; Nguyen et Bradfield, 2008), situé sur le chromosome 
7p15 (Micka et al., 1997) mesurant environ 50kb. Ce dernier est retrouvé dans plusieurs tissus 
et ce, chez bon nombre d’espèces. Lorsque le récepteur de 96 kDa (Bennett et al., 1996; Dolwick 
et al., 1993) est activé par la liaison d’un ligand (Figure 2) , il subit un changement de 
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conformation permettant ainsi sa dimérisation avec son partenaire de dimérisation ARNT. Une 
fois sa dimérisation avec ARNT, AhR se retrouve dans le noyau où il se lie à diverses régions 
dans l’ADN permettant ainsi l’activation d’une batterie de gènes, notamment les gènes CYP1A1 
et CYP1B1. AhR a été le premier facteur de transcription activé par la liaison d’un ligand à 
permettre une expression accrue des enzymes impliquées dans le métabolisme des 
xénobiotiques. (Greenlee et Poland., 1979).   
 
 
 
 
 
 
Figure 2: Voie de signalisation du récepteur AhR. 
                 (Gracieuseté de Benoit Leblanc) 
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1.2.1 Structure du récepteur aux hydrocarbures d'aryle 
 
 
 
La protéine AhR contient un bon nombre de domaines qui sont nécessaires à sa fonction (Figure 
3). Son domaine bHLH (hélice-boucle-hélice basique), ainsi que celui de son partenaire de 
dimérisation Arnt, sont indispensables pour la liaison à l’ADN. De plus, la dimérisation des 
domaines HLH forment une structure en faisceau à quatre hélices qui vient stabiliser le dimère 
(Fukunaga et al., 1995; Reisz-Porszasz et al., 1994). Le domaine PAS (Per-ARNT-Sim) est 
constitué de deux répétitions d’environ 50 acides aminés chacune, connues sous le nom de PAS-
A et PAS-B (Jones., 2004). Un autre des domaines importants de AhR est bien évidemment son 
domaine de liaison au ligand (LBD), ce dernier étant localisé aux acides aminés 230 à 421 
(Bisson et al., 2012).  
 
 
 
 
En ce qui concerne le domaine de liaison au ligand de AhR, il a été démontré que lorsque AhR 
est lié au TCDD, le ligand modèle du récepteur, les acides aminés phénylalanine 318, isoleucine 
319 ainsi que l’histidine 320 ont un fort contact avec le ligand (Goryo et al., 2007). De plus, des 
interactions hydrophobes sont observées entre les acides aminés alanine 328, méthionine 342, 
leucine 347 et la leucine 348 et le ligand modèle de AhR.  
 
Figure 3: Les domaines fonctionnels du récepteur AhR. 
                 (Stockinger et al., 2014) 
11 
 
1.2.2 Activation du récepteur aux hydrocarbures d'aryle 
 
 
 
Tel que mentionné ci-haut, AhR est un facteur de transcription de la famille des bHLH-PAS 
activé par la liaison d’un ligand (Hankinson., 1995). Lorsqu’inactivé, AhR est séquestré dans le 
cytoplasme par deux chaperonnes Hsp90 (une protéine de choc thermique de 90 kDa), une 
molécule de XAP2 ainsi qu’une molécule de p23 (L’Héritier et al., 2013; Perdew., 1988). En 
effet, plusieurs suggèrent que Hsp90 maintient AhR dans son état inactif en se liant au moins 
deux endroits sur le récepteur, c’est-à-dire au domaine bHLH ainsi qu’au domaine PASB 
(Fukunaga et al., 1995; Perdew et Bradfield., 1996; Antonsson et al., 1995). L’activation de 
AhR survient lorsqu’un de ses ligands se lie directement au récepteur dans la région du domaine 
de liaison au ligand (LBD). Il a été démontré précédemment que le domaine PAS est nécessaire 
pour la complétion du changement de conformation que subit le récepteur (Soshilov et Denison., 
2008). Une fois activé, AhR subit un changement de conformation, exposant ainsi son signal de 
localisation nucléaire et le récepteur se voit alors transloqué dans le noyau où il s’hétérodimérise 
avec ARNT, ce dernier faisant également partie de la grande famille des bHLH/PAS. Le 
complexe AhR/ARNT nouvellement formé vient donc se lier à des régions consensus d’ADN 
dans la région promotrice des gènes cibles, généralement des gènes codant pour des enzymes 
de phase I et de phase II (Marlowe et Puga., 2005). Le complexe se lie donc aux éléments de 
réponse aux xénobiotiques (XRE) ayant comme séquence consensus 5’-
T/GNGCGTGA/CG/CA-3’. Ces XRE sont localisés au promoteur des gènes cibles de AhR tels 
que les gènes CYP1A1 et CYP1B1.  De plus, AhR est soumis à une boucle de rétroaction 
négative ; lorsque son activité n'est plus nécessaire, il se voit exporté hors du noyau jusqu’au 
cytosol puis dégradé par le système d’ubiquitination du protéasome (Pollenz., 2007; Pollenz et 
Buggy, 2006; Pollenz et al., 2005).   
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1.2.3 Les ligands endogènes 
 
 
 
Bien que la majorité des ligands connus pour AhR sont des ligands exogènes, plusieurs études 
ont suggéré l’existence de ligands endogènes. En effet, des complexes AhR-Arnt dans le noyau 
ont été observés dans des cellules en culture et dans des coupes de tissus n’ayant pas été 
exposées à des ligands exogènes (Abbot et al., 1994; Singh et al., 1996; Chang et Puga., 1998). 
Il a également été démontré que AhR joue un rôle au niveau du développement et dans les 
processus physiologiques et biologiques. En effet, chez les animaux dont le gène AhR est 
inactivé, il y a occurence de nombreux changements physiologiques sans compter la présence 
d’anormalités au niveau du développement (Schmidt et al., 1996; Lin et al., 2001; Lavis et al., 
2000). Effectivement, les souris AhR-/- présentent des altérations du système immunitaire, des 
fibroses du foie, des défauts hépatiques, un moindre développement des glandes mammaires 
ainsi que des troubles de la reproduction et de la viabilité foetale (Pollenz., 2007). 
 
 
 
Parmi les ligands endogènes connus, on retrouve les indoles, tétrapyroles, métabolites d’acides 
aminés et d’autres ligands (Denison et Nagy., 2003). Effectivement, plusieurs laboratoires ont 
rapporté une activation de AhR par des molécules contenant un groupement indole. Parmi ces 
composés, on retrouve principalement des dérivés du tryptophane issus soit de processus 
biologiques ou de processus physico-chimiques telles que des conditions acides ou encore les 
rayons ultra-violets (Rannug et al., 1987; Helferich et Denison., 1991; Wei et al., 1999; Wei et 
al., 2000).  
 
 
 
Plusieurs caroténoïdes tels que les canthaxanthine, astaxanthine et β-apo-8’-carotinal peuvent 
induire l’expression du gène CYP1A1 et d’autres cibles de AhR alors que d’autres caroténoïdes 
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tels que la vitamine A ou encore la β-carotène, en sont incapables (Gradelet et al., 1996; Gradelet 
et al., 1997; Astorg et al., 1994). Cependant, il a été observé que certains rétinoïdes synthétiques, 
des dérivés de la vitamine A, activent le récepteur aux hydrocarbures d'aryle en plus des gènes 
cibles de ce dernier (Soprano et al., 2001; Gambone et al., 2002). Bien que ces résultats soient 
prometteurs, encore faut-il le démontrer in vivo.  
 
 
 
1.2.4 Les ligands exogènes 
 
 
 
Il est reconnu que les PAH (hydrocarbures polycycliques aromatiques) et les HAH 
(hydrocarbures halogénés aromatiques) ont, pour la plupart, la capacité d’activer le récepteur 
AhR (Denison et Nagy., 2003). Les PAH ainsi que les HAH sont formés durant la décomposition 
thermique de divers composés organiques. Les feux de forêts, les éruptions volcaniques et les 
déversements d’huile sont de bons exemples de sources naturelles de HAH et de PAH. D’autre 
part, il ne faut pas négliger la combustion de carburants fossiles, de bois, la fumée de cigarettes 
et autres comme source importante de PAH et de HAH (Haritash et Kaushik., 2009; Simko., 
2002; Whitlock., 1990). Règle générale, les ligands exogènes sont pour la grande majorité issus 
de l’activité humaine. 
 
 
 
De manière intéressante, bons nombres de ces composés peuvent induire leur propre 
métabolisme ainsi que leur élimination du corps en induisant la transcription des gènes codants 
pour les enzymes de Phase I (oxydation) et de Phase II (conjugation) en plus de transporteurs 
de Phase III (excrétion) des voies métaboliques de détoxification (Xu, C., Li, C.Y., Kong, A.N. 
2005).  Cependant, dans certains cas, la métabolisation d’un composé par les enzymes CYP 
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mène à la formation d’un composé génotoxique. Le benzo(a)pyrène en est un bon exemple 
(Figure 4). En effet, lorsque ce composé est métabolisé par les enzymes CYP, le métabolite 
obtenu à la fin du processus est du benzo(a)pyrène diol époxyde (Gauthier et al., 1996). Cette 
molécule s’intercale dans l’ADN en formant un lien covalent avec la guanine, pouvant ainsi 
mener à des mutations (Shimada., 2006) et éventuellement, au développement d’un cancer via 
l’accumulation de mutations. Effectivement, les métabolites du benzo[a]pyrène initient la 
transformation des cellules via les dommages à l’ADN et d’autres réponses cellulaires 
subséquentes (Shimada., 2006).  
 
 
 
 
Le 3MC est un autre hydrocarbure polycyclique aromatique (PAH) hautement carcinogène 
produit par la combustion de composés organiques. Comme d’autres PAHs, le 3MC est 
génotoxique (Cavalieri et Rogan., 1992) et est un puissant cancérigène pour les cellules 
humaines (Rhim., 1993; Lutz et al., 1998). 
Figure 4: Métabolisation du benzo(a)pyrène par les Cytochrome P450 et d'autres  
                 enzymes métabolisant les xénobiotiques.  
(Shimada., 2006) 
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Outre les PAH et les HAH, certains membres de la famille des biphényls polychlorés (PCB) ont 
la capacité d’activer AhR. En fait, les PCBs comptent plus de 200 différentes molécules 
lesquelles diffèrent par le nombre et par la position des atomes de chlore. Cette grande famille 
chimique se divise en deux sous-groupes soit les molécules planaires ressemblant aux dioxines 
(DL-PCB ; dioxin-like PCB) et celles ne ressemblant pas aux dioxines (NDL-PCB; non dioxin-
like PCB). Les membres premier groupe, qui compte une dizaine de molécules, ont des 
propriétés toxicologiques semblables à celle du TCDD, d’où vient le nom du sous-groupe 
(Stejskalova et al., 2011). Des études ont démontré que la présence des groupements halogènes 
aux positions latérales des anneaux de benzène augmente le pouvoir des PCB à activer AhR 
(Safe et al., 1985). Malheureusement, puisque les PCB hautement chlorés sont relativement 
stables et qu’ils sont lipophiles, ils se retrouvent partout dans notre environnement ; des résidus 
de PCB ont été identifiés dans l’air, l’eau, sédiments aquatiques et marins, poissons, faune, tissus 
adipeux humains, sérum et dans le lait (Safe., 1993). 
 
 
 
Certains des ligands de AhR proviennent de notre alimentation. En effet, il a été rapporté qu’il 
y a présence de ligands de AhR dans différents légumes, fruits, herbes et thés (Amakura et al., 
2003; Amakura et al., 2007; Denison et Nagy., 2003). Certains médicaments, tels que 
l’omeprazole et lansoprazole, sont des composés pouvant activer AhR ainsi que la transcription 
des gènes CYP1A1 et CYP1A2. Un autre ingrédient actif de médicament, soit la primaquine, 
utilisée principalement dans le traitement de la malaria, peut également activer la voie du 
récepteur aux hydrocarbures d'aryle (Stejskalova et al., 2011). 
 
 
 
Bien évidemment, il ne faut pas oublier la famille des dioxines et les autres composés qui y sont 
liés. Les dibenzo-p-dioxines, dibenzofurannes, azo(xy)benzènes ainsi que les naphtalènes sont 
tous des agonistes de AhR et sont tous reliés par leur structure (Vickers et al., 1985). De la 
même façon que les PCB, ces derniers sont également issus de processus industriels tels que la 
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combustion, blanchiment de la pulpe de bois et la chlorination des phénols. Bien que ce sont 
tous de bons ligands de AhR, il n’en demeure pas moins que le TCDD est le plus puissant 
activateur de AhR connu à ce jour (Stejskalova et al., 2011).   
 
 
 
Il existe une panoplie d’autres molécules pouvant moduler l’expression des gènes cibles de 
AhR, mais les principales ont été mentionnées ci-haut.  
 
 
 
1.2.5 Les gènes CYP1A1 et CYP1B1 
 
 
 
La superfamille des CYP (Omura, T., 1999) consiste en 57 gènes et est divisée en 18 familles 
distinctes chez l’humain, certaines servant à la synthèse d’hormones endogènes et d’autres pour 
le métabolisme des xénobiotiques (Fanni et al., 2014; Nelson et al., 2004). Dans la famille 
CYP1, il y a trois protéines : CYP1A1, CYP1A2 et CYP1B1 (Beedanagari et al., 2009; 
Mikstacka et al., 2008). Chez l’humain, CYP1A1 est principalement retrouvé dans les tissus tels 
que le pancréas, le thymus, l’utérus ainsi que dans le petit intestin alors que CYP1B1 est 
principalement retrouvé dans les tissus tels que la prostate, les seins et l’utérus (Shimada et al., 
1996; Sankhwar et Sankhwar., 2014). De plus, CYP1B1 est fréquemment surexprimé dans les 
tissus tumoraux (Gibson et al., 2003; Angus et al., 1999).   
 
 
 
Dans le cadre de mon projet, je me suis intéressée principalement à CYP1A1 et CYP1B1 
puisque ces deux enzymes, en plus de métaboliser les xénobiotiques, métabolisent également 
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l’estradiol. En effet, les enzymes CYP1A1 et CYP1B1 métabolisent le 17β-estradiol en 2-
hydroxyestradiol (2-OH-E2) et en 4-hydroxyestradiol (4-OH-E2) respectivement (Martucci et 
Fishman, 1993; Tsushiya et al , 2005).  Plusieurs études ont démontré que le 2-OH-E2 n’a aucun 
effet néfaste sur les cellules alors que le 4-OH-E2 a des propriétés génotoxiques (Liehr et Ricci, 
1996; Liehr et al, 1986; Yager et Liehr, 1996; Newbold et Liehr, 2000). De plus, dans notre 
laboratoire, nous avons démontré le mécanisme de l’interaction croisée entre le récepteur AhR 
et le récepteur aux oestrogènes (Marques, Laflamme et Gaudreau, 2013). En effet, lorsque le 
récepteur AhR est activé et qu’il y a présence d’oestrogène, le récepteur ERα vient déplacer 
l’hétérodimère AhR-Arnt en promouvant la méthylation des XREs du promoteur de CYP1A1 
par la méthyltransférase DNMT3B résultant ainsi en la répression du gène CYP1A1 alors que 
CYP1B1 n’est pas affecté. Cette répression de CYP1A1 mais pas de CYP1B1 peut mener à une 
accumulation de 4-OH-E2 puisque le ratio CYP1A1/CYP1B1 est alors changé (Coumoul et al., 
2001).  
 
 
 
1.2.5.1 Le métabolisme de l’estradiol 
 
 
 
Les deux œstrogènes majeurs, soit l’estrone (E1) et l’estradiol (E2), sont des ligands à la fois 
pour le récepteur aux oestrogènes, mais sont également des substrats pour les enzymes de Phase 
I CYP1A1 et CYP1B1. En raison de leur potentiel d’être à la fois des ligands et des substrats, les 
oestrogènes sont impliqués dans le développement du cancer du sein. Effectivement, en étant 
des ligands pour le récepteur aux oestrogènes, ils favorisent la prolifération cellulaire, mais 
causent du même coup des dommages à l’ADN via leur métabolisation par les enzymes CYP 
tel que présenté dans la figure 5. En fait, l’estradiol est oxydée en 2-hydroxyestradiol et en 4-
hydroxyestradiol par les enzymes CYP1A1 et CYP1B1 (Hayes et al., 1996; Hanna et al., 2000). 
Ensuite, ces deux métabolites d’oestrogène sont soit méthylés par l’enzyme COMT pour former 
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des oestrogènes méthyliques ou subséquemment oxydées par les mêmes enzymes CYP en 
semiquinones puis en quinones. Ces quinones peuvent ensuite être conjugués à du glutathion ou 
encore donner lieu à la réaction d’addition de Michael (attaque nucléophile) sur des 
désoxynucléotides (Stack et al., 1996). En plus, ces quinones et semiquinones peuvent subir une 
réaction d’oxydo-réduction menant ainsi à la production d’espèces réactives de l’oxygène. 
Ainsi, la métabolisation de l’estradiol par les enzymes CYP peut mener à la formation d’adduits 
d’ADN, lesquels ont un potentiel mutagène (Terashima et al., 2001) ainsi qu’à la formation 
d'espèces réactives de l'oxygène.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Métabolisme de l'oestrogène.  
                 (Dawling et al., 2004) 
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1.2.6 Interaction croisée entre AhR et ERα 
 
 
 
Nombreuses sont les études qui ont démontré une interaction croisée entre AhR et d’autres voies 
de signalisation, notamment celle de NF-ĸB (Kim et al., 2000; Vogel et al., 2014)  et Nrf2 
(Hayes et al., 2009), et d’autres récepteurs nucléaires, entres autres le récepteur aux androgènes 
(Wu et al., 2013) ou encore le récepteur aux oestrogènes ERα (Marques et al., 2013). Puisque 
je me suis seulement intéressée à l’interaction croisée entre le récepteur AhR et le récepteur 
ERα, je ne me concentrerai que sur cette interaction croisée.   
 
 
 
Les récepteurs aux oestrogènes, plus particulièrement le récepteur alpha des oestrogènes, est un 
facteur de transcription appartement à la superfamille des récepteurs nucléaires.Ce n’est qu’à la 
fin des années 1950 que des chercheurs ont mis en évidence un récepteur pouvant lier le 17β-
estradiol.  Jusqu’à la fin des années 90, on ignorait la présence d’un deuxième récepteur aux 
oestrogènes (Kuiper et al., 1996); c’est pourquoi maintenant ils sont connus sous le nom de ERα 
et ERβ. ERα est principalement exprimé dans l’utérus, la prostate, les ovaires, testicules, 
l’épididyme, les os, les seins, diverses régions du cerveau, le foie et dans le tissus adipeux blanc. 
Au contraire, ERβ est principalement exprimé dans le colon, la prostate, les testicules, ovaires, 
la moelle osseuse, les glandes salivaires, l’endothélium vasculaire ainsi que dans certaines 
régions du cerveau. Dans certains organes, les deux récepteurs sont exprimés à des niveaux 
similaires alors que dans d’autres tissus, l’un est prédominant. De plus, il est possible que les 
deux récepteurs soient présents dans le même tissu, mais dans différents types cellulaires 
(Dahlman-Wright et al., 2006).  
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Tel que mentionné précédemment, ERα est un facteur de transcription et comme d’autres 
récepteurs nucléaires, il se dimérise afin de réguler l’activation de la transcription. Afin de bien 
réguler la transcription, ERα s’associe soit avec des coactivateurs pour l’activation ou encore 
avec des corépresseurs pour l’inhibition de l’expression d’un gène cible (Klinge., 2000). Afin 
d’activer un gène, ce dernier se lie principalement aux éléments de réponse aux oestrogènes, 
mais peut également se lier à d’autres séquences qui sont les cibles d’autres facteurs de 
transcription tel que l’élément de réponse à l’AMP cyclique ou encore aux site de liaison de Sp-
1 par exemple (Safe., 2001). 
 
 
 
Il est bien connu qu’il existe une interaction croisée entre le récepteur aux oestrogènes et le 
récepteur aux hydrocarbures d'aryle. En fait, cette interaction croisée est bidirectionnelle. AhR 
peut réprimer la transcription des gènes cible de ERα selon divers mécanismes et ERα peut 
réprimer CYP1A1, mais pas CYP1B1, deux gènes cibles de AhR (Kharat et Saatcioglu., 1996).  
 
 
 
Dans notre laboratoire, nous avons suggéré un mécanisme expliquant la façon dont ERα réprime 
l’expression du gène CYP1A1 (Figure 6). En absence d’estradiol et après traitement des cellules 
de mammifères avec du TCDD (le ligand modèle de AhR), ERα est absent du promoteur et il y 
a alors transcription de CYP1A1 puisque AhR est activé (Figure 6A). Au contraire, en présence 
d’estradiol et suite à un traitement des cellules de mammifères avec du TCDD, ERα est recruté 
au promoteur de CYP1A1 en raison de son interaction avec l’hétérodimère AhR-Arnt puis 
engendre ensuite le recrutement de Dnmt3B (Figure 6B). Le recrutement de Dnmt3B promeut 
la méthylation des éléments de réponse aux xénobiotiques, lesquels sont les sites de liaison de  
AhR. La méthylation des éléments de réponse aux xénobiotiques dans la région promotrice de 
CYP1A1 empêche la liaison de AhR et mène donc à une chute de l’expression de CYP1A1  alors 
que l’expression de CYP1B1 n’est pas affectée (Marques et al., 2013).  
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Figure 6: Modèle proposé pour la répression du gène CYP1A1 par AhR et 
                 le récepteur aux oestrogènes α.  
                 (Marques et al., 2013) 
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1.2.7 Les rôles de AhR 
 
 
 
Tel que mentionné précédemment, AhR peut être activé par une variété de ligands, qu’ils soient 
endogènes ou exogènes. Les récentes découvertes sur les ligands endogènes ont permis de 
mieux comprendre les rôles du récepteur. Non seulement AhR permet la régulation de la famille 
CYP des enzymes permettant la métabolisation des xénobiotiques, mais il joue également un 
rôle dans plusieurs autres fonctions physiologiques, notamment dans la régulation du cycle 
cellulaire ainsi que dans la prolifération cellulaire, la réponse immunitaire, le rythme circadien, 
la promotion tumorale, l’expression de gènes de métabolisation de lipides et bien d’autres 
(Stejskalova et al., 2011).  
 
 
 
Les modèles animaux dont le récepteur aux hydrocarbures d’aryle est knock-out ont permis de 
mieux comprendre les différents rôles physiologiques que joue AhR.  Ces expériences ont 
permis de démontrer qu’en absence de AhR, on observe une hypertrophie cardiaque (Lund et 
al., 2006) en plus d’altérations au niveau du système immunitaire et de la peau (Fernandez-
Salguero et al., 1995; Fernandez-Salguero et al., 1997). En plus, AhR joue un rôle au niveau de 
la reproduction. Les femelles n’ayant pas AhR présentaient des difficultés à mener à terme une 
grossesse et leur progéniture n’avaient pas un haut taux de survie (Abbott et al., 1999). Une 
étude plus poussée a démontré que ce défaut dans la reproduction pouvait être associé à des 
altérations dans la formation et dans le nombre de follicules dans les ovaires (Benedict et al., 
2000). Il est dont évident que AhR a un rôle très important à jouer au niveau du développement 
du système reproducteur chez les souris femelles.  
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Non seulement AhR joue un rôle au niveau du système reproducteur, mais également au niveau 
du foie. Les souris n’ayant pas le récepteur avaient un foie plus petit qui démontrait une fibrose 
portale en plus d’une accumulation de lipides. Les chercheurs ont également remarqué des 
défauts au niveau du système vasculaire (Tijet et al., 2006).  
 
 
 
À la lumière de toutes les nouvelles connaissances acquises sur les rôles que peut jouer AhR, 
certains tentent de déterminer et d’élucider la contribution de ce dernier au processus d’adhésion 
et migration cellulaire. Puisque la capacité d’adhésion et de migration sont des caractéristiques 
intéressantes et importantes au niveau du potentiel qu’ont des cellules cancéreuses de créer des 
métastases, la contribution du récepteur aux hydrocarbures d'aryle l’est tout autant.  
 
 
 
Somme toute, il est évident qu’on en connaît encore très peu sur ce récepteur et que son rôle de 
détoxication, qui est maintenant très bien connu, n’était que la pointe de l’iceberg considérant 
la grande importance de ce récepteur dans les diverses phases de développement embryonnaire 
et dans les autres processus cellulaires. 
 
 
 
1.3.  L’utilisation des pesticides en agriculture et leurs effets sur la santé 
 
 
 
L’utilisation de pesticides synthétiques a débuté dans les années 1930 et son utilisation a été 
encore plus répandue à la fin de la 2e Guerre Mondiale. Depuis, l’utilisation des pesticides au 
niveau mondial n’a cessé d’augmenter. Puisque les pesticides peuvent contaminer l’air, les sols 
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et l’eau en plus d’avoir des effets nocifs sur les organismes vivants non-ciblés, voilà pourquoi 
plusieurs pays, dont le Canada, ont décidé de légiférer quant à la vente de pesticides et leur 
utilisation.  
 
 
 
Au Canada, il y a quatre acteurs principaux à considérer lors de la législation des pesticides 
(Gouvernement du Québec., 2015). En effet, il y a le gouvernement Fédéral, qui s’occupe de 
l’homologation, de la mise en marché et des étiquettes, les gouvernements provinciaux et 
territoriaux qui s’occupent de réglementer entres autres la vente et l’utilisation des pesticides et 
en dernier lieu, il y a les municipalités qui ont également le pouvoir de réglementer davantage 
l’utilisation des pesticides en milieu urbain. Ainsi, les pesticides sont contrôlés à bien des 
niveaux au Canada.  
 
 
 
En milieu agricole, les pesticides sont utilisés pour augmenter le rendement des cultures en les 
protégeant contre les insectes nuisibles, les plantes indésirables, les maladie parasitaires, les 
acariens ainsi que les rongeurs (Gouvernement du Québec, 2015). Les pesticides peuvent être 
utilisés en prévention ou en traitement lors d’une invasion par un organisme vivant indésirable. 
Seulement au Québec, la vente des pesticides reliée à la production végétale agricole représente 
84,4 % des ventes totales de pesticides en 2012 (Gouvernement du Québec, 2012). De ce 
nombre, 68,8 % des pesticides vendus sont des herbicides, 19,0 % des fongicides et 8,0 % sont 
des insecticides (Gouvernement du Québec, 2012).  
 
 
 
Malheureusement, les pesticides utilisés dans les champs ne se retrouvent pas que dans les 
champs. Effectivement, via différents mécanismes de transports de pesticides dans 
l’environnement (Gouvernement du Québec, 2012), ces derniers peuvent se retrouver dans 
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l’eau, l’air et les sols environnants (Figure 7). Bien évidemment, les propriétés physico-
chimiques sont un facteur important qui influence la tendance d’un pesticide à quitter une 
parcelle d’un terrain agricole. En ce qui concerne la pollution de l’eau, les pesticides peuvent 
s’y retrouver par le ruissellement et via le lessivage. De plus, le drainage du surplus d’eau 
présent dans les terres agricoles peut également mener à la contamination des eaux souterraines 
par les pesticides. En second lieu vient la pollution de l’air. Lorsque les pesticides sont 
appliqués, les gouttelettes de pesticides peuvent être transportés par la dérive. Ces derniers 
peuvent également se retrouver sous forme de vapeurs suite à la volatilisation, surtout lors de 
journées chaudes et ce autant pendant qu’après l’épandage. Ces vapeurs de pesticides peuvent 
ensuite diffuser librement en fonction de la pression atmosphérique et du vent. Conséquemment, 
à cause du phénomène de condensation, les pesticides sous forme gazeuse peuvent retourner 
soit dans l’eau ou dans les sols, menant encore une fois à la contamination de l’environnement. 
En raison de tous les phénomènes mentionnés ci-haut, un cocktail de pesticides est alors présent 
autant dans les eaux que dans les sols. Cependant, il est extrêmement difficile de déterminer 
quels pesticides ont été utilisés et à quel moment puisqu’au Canada, il n’existe pas de registre 
central de données sur l’utilisation des pesticides (Environnement Canada, 2011). Il est donc 
impossible de déterminer la composition du cocktail de pesticides auquel nous sommes exposés. 
Cependant, en se basant sur le registre des ventes de pesticides, il nous est possible d’estimer 
potentiellement auxquels pesticides nous sommes le plus exposés et auxquels nous le sommes 
moins. 
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Il existe plusieurs études qui ont démontré un lien entre l’exposition aux pesticides utilisés en 
agriculture et diverses conditions de santé, incluant les maladies dégénératives et différents 
cancers (Hodgson et Levi., 1996; Parron et al., 1996; Anwar., 1997; Hoppin et al., 2000; Mathur 
et al., 2002; Bolognesi., 2003; Pastor et al., 2003; Naravaneni et Jamil., 2007; Remor et al., 
2009). Des effets sur les systèmes immunitaire, nerveux, endocrinien et reproducteur ont  
également été rapportés (Parron et al., 1996). Pourtant, les mécanismes via lesquels les 
composés chimiques mènent à ces maladies est encore bien mal compris puisque les fermiers 
sont fréquemment exposés à plusieurs pesticides, parfois simultanément, ce qui rend 
l’identification des effets particuliers d’un agent très difficile. Bien évidemment, les ouvriers 
agricoles chroniquement exposés aux pesticides sont plus à risque de développer ces diverses 
maladies. 
Figure 7: Mécanismes de transport des pesticides dans l'environnement.  
                 (Gracieuseté de Benoit Leblanc) 
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1.3.1 Les pesticides utilisés  
 
 
 
Pour ce projet de recherche, 5 ingrédient actifs de pesticides ont été choisis selon deux critères: 
leur structure ainsi que leur statut d’utilisation dans les pays de l’OCDE, c’est-à-dire utilisé, 
restreint ou banni. En effet, en se basant sur ce qui est connu sur AhR, nous avons déterminé 
que les ingrédients actifs de pesticides choisis devraient être des molécules planes contenant au 
minimum un cycle aromatique et idéalement un ou plusieurs groupements halogènes. En ce qui 
concerne le deuxième critère, les ingrédients actifs de pesticides choisis sont tous bannis dans 
au moins un pays de l’OCDE, mais encore utilisés au Canada. Somme toute, parmi les 
ingrédients actifs de pesticides choisis, on retrouve deux insecticides, le carbaryl et le 
chlorpyrifos, deux herbicides, le bromoxynil et le linuron ainsi qu’un fongicide soit le 
thiabendazole (Figure 8).  
 
 
 
Figure 8: Structure des ingrédients actifs de pesticides et du ligand modèle de AhR, le  
                 TCDD. 
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1.3.1.1 Le carbaryl 
 
 
 
Le carbaryl, faisant partie du groupe 1A de la famille des carbamates, produit son effet 
insecticide en inhibant l’enzyme acétylcholinestérase et interrompt ainsi la transmission de 
l’influx nerveux (Sage pesticides., 2016) . Au Canada, ce pesticide est homologué pour contrôler 
les infestations de plusieurs insectes jugés nuisibles soit les coléoptères, les papillons de nuit, 
les puces, les mouches, les poux, les acariens, les mouches à scie, les grillons, les perce-oreilles, 
les sauterelles, les diplopodes, les cloportes, les thrips, les tiques ainsi que les cafards. En raison 
de son effet sur un grand nombre d’organismes vivants, le carbaryl est appliqué autant sur les 
cultures destinées à la consommation animale qu’à la consommation humaine. Le carabaryl est 
donc utilisé un peu partout, même sur des sites non agricoles tels que sur les pelouses ou encore 
sur les plantes ornementales. Bien que le carbaryl soit faiblement persistant dans les sols en 
condition aérobie (demi-vie de 4 à 17 jours), il a une persistance modérée dans les sols en 
conditions anaérobies (demi-vie de 72 jours) (Santé Canada., 2016).  
 
 
 
En ce qui concerne les effets du carbaryl sur les espèces non ciblées, ce dernier est très toxique 
pour les abeilles alors qu’il n’est que modérément toxique pour les poissons d’eau douce et les 
algues. Il représente également une menace pour les invertébrés aquatiques puisqu’il est très 
toxique pour ces derniers. Heureusement, il est faiblement toxique pour les oiseaux exposés par 
voie orale et ne présente donc pas beaucoup de risques pour ces derniers. Cependant, confirmant 
le risque associé au lessivage du composé, le carbaryl a déjà été retrouvé à  une profondeur de 
30 cm dans le sol au Canada (Santé Canada., 2016). Ce pesticide présente donc des risques pour 
l’environnement et la faune.  
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1.3.1.2 Le chlorpyrifos 
 
 
 
Le chlorpyrifos, également connu sous le nom de chlorpyrifos-éthyl est un insecticide faisant 
partie du groupe 1B de la famille des organophosphates. Tout comme le carbaryl, ce dernier 
inhibe l’enzyme acétylcholinestérase et interrompt ainsi la transmission de l’influx nerveux. 
Ayant un effet insecticide, il permet de lutter entres autres contre les moustiques et les mouches 
mais peut également être utilisé sur le bétail (Environnement Canada et Agriculture Canada., 
1987).  Le chlorpyrifos est également une des matières actives retrouvées dans certains produits 
commerciaux de marque Raid destinés à l’usage domestique (Santé Canada., 2016). 
 
 
 
Tout comme le carbaryl, le chlorpyrifos est toxique pour les abeilles et les oiseaux  en plus d’être 
très toxique pour les poissons d’eau douce ainsi que les invertébrés aquatique d’eau douce. De 
plus, le chlorpyrifos présente un potentiel élevé de bioaccumulation dans les tissus des 
organismes aquatiques vivants (Sage pesticides, 2016).  
 
 
 
Malheureusement le chlorpyrifos a une persistance élevée dans tous les types de sols (demi-vie 
de 11 à 180 jours), mais est faiblement persistant dans l’eau. Ce dernier est également hautement 
susceptible de se retrouver dans l’environnement puisque son potentiel de lessivage est élevé. Il 
présente donc de nombreux risque à la fois pour l’environnement, mais également pour la faune 
(Sage pesticides, 2016).  
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1.3.1.3 Le bromoxynil 
 
 
 
Le bromoxynil, aussi connu sous le nom de bromoxynil octanoate, est un herbicide de la famille 
chimique des nitriles. Ce dernier produit son effet en inhibant la photosynthèse au photosystème 
III (Sage pesticide., 2016). Ce pesticide est principalement utilisé pour lutter contre les 
mauvaises herbes sur les cultures céréalières, surtout dans les provinces des Prairies 
(Gouvernement du Canada., 2008).  
Le bromoxynil, extrêmement toxique pour les poissons d’eau douce et les invertébrés 
aquatiques, présente également un potentiel élevé de bioaccumulation dans les tissus des 
organismes vivants aquatiques. Cependant, il est modérément toxique chez les oiseaux et 
faiblement toxique chez les abeilles (Sage pesticides., 2016).  
 
 
 
Sur une note plus positive, la persistance ainsi que le potentiel de lessivage du bromoxynil étant 
faibles, les risques pour l’environnement et la faune sont moindres puisqu’il est peu probable de 
le retrouver dans l’environnement (Sage pesticides., 2016).  
 
 
 
1.3.1.4 Le linuron 
 
 
 
Le linuron est un herbicide appartenant à la famille chimique de l’urée, c’est-à-dire qu’il contient 
un groupement urée (NH2-CO-NH2). Il produit son effet herbicide en inhibant le photosystème 
II chez les plantes. Puisqu’il ne possède pas un grand spectre d’activité, le linuron est souvent 
combiné à d’autres pesticides. Au Canada, le linuron est homologué pour lutter contre les 
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mauvaises herbes à feuilles larges ainsi que d’autres plantes jugées indésirables (Santé Canada., 
2016).  
 
 
 
Le linuron, tout comme le bromoxynil, est toxique pour les poissons d’eau douce ainsi que les 
invertébrés aquatiques, mais présente une toxicité modérée chez les oiseaux et n’est que 
faiblement toxique chez les abeilles (Sage pesticides., 2016).  
 
 
 
Cependant, contrairement au bromoxynil, le linuron est persistant dans les sols en condition 
aérobie (demi-vie de 22 à 161 jours). De plus, le linuron est susceptible d’être entraîné jusque 
dans les eaux souterraines puisqu’il est mobile dans le sol et son potentiel de lessivage est élevé 
(Sage pesticides., 2016). Ainsi le linuron représente un risque élevé pour la faune et la flore. 
 
 
 
1.3.1.5 Le thiabendazole 
 
 
 
Le thiabendazole est un fongicide appartement au groupe 1 de la famille des benzimidazoles. 
Ce pesticide produit son effet en inhibant la formation de tubuline, une protéine structurelle des 
microtubules. En inhibant la tubuline, il empêche la formation du cytosquelette puisque les 
microtubules sont une des composantes majeures de ce dernier (Sage pesticides., 2016).  
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Puisque ce dernier affecte la formation des microtubules, je m’attendais à ce qu’il soit hautement 
toxique pour toutes les espèces non-ciblées. Bien que le thiabendazole ne soit pas toxique pour 
les oiseaux, il présente une toxicité modérée pour les abeilles en plus d’être toxique pour les 
poissons et les invertébrés aquatiques (Sage pesticides, 2016). 
 
 
 
Le thiabendazole, parmi les 4 autres pesticides, est celui qui est le plus persistant dans 
l’environnement avec une demi-vie dans les sols en conditions aérobies et anaérobies variant 
entre 883 et 1444 jours. De plus, il a un potentiel de lessivage élevé (Sage pesticides., 2016). 
Compte tenu de ces données, il ne serait pas étonnant de retrouver le thiabendazole un peu 
partout dans l’environnement.  
 
 
 
1.4.  Le projet de recherche 
 
 
 
Quelques équipes de recherche se sont déjà intéressées à l’effet de certains pesticides autant sur 
la faune et la flore qu’in vivo et in vitro. Or, les pesticides appliqués dans les champs sont 
couramment employés en combinaison, même que certains pesticides commerciaux contiennent 
plus d’un ingrédient actif. Cependant, aucune étude n’a été réalisée en utilisant des 
combinaisons de pesticides. C’est pour cette raison que ce projet de recherche vise à évaluer les 
effets d’un cocktail de pesticides sur l’activation de la voie du récepteur aux hydrocarbures 
d'aryle en utilisant les cellules MCF-7 comme modèle.  
 
 
 
33 
 
Les cellules MCF-7, cellules épithéliales cancéreuses de la glande mammaire, sont utilisées 
puisqu’elles sont à la fois sensibles à la présence d’œstrogène et permettent également de faire 
un parallèle avec le cancer du sein. De plus, les MCF-7 sont faciles à utiliser puisque ce sont 
des cellules immortalisées qui possèdent, en plus du récepteur aux oestrogènes, le récepteur aux 
hydrocarbures d'aryle. Éventuellement, d’autres modèles cellulaires seront utilisés tels que les 
MCF-10A et les MCF-10CA1 puisque ces deux types cellulaires ont le même bagage génétique, 
mais l’une est précancéreuse alors que l’autre est cancéreuse. Ces deux modèles permettront 
donc de comparer les réponses cellulaires engendrées par une exposition à un cocktail de 
pesticides.  
 
 
 
Bien évidemment, avant d’utiliser d’autres modèles cellulaires, il faudra d’abord établir si un 
cocktail mélange de pesticides a un effet différent qu’un seul pesticide sur les cellules MCF-7. 
Mais encore faudra-t-il déterminer que chacun des pesticides utilisés dans les combinaisons ont 
un effet à eux seuls sur l’activation du récepteur aux hydrocarbures d'aryle. C’est pourquoi le 
premier objectif de ce projet de maitrise est de déterminer si les cinq pesticides choisis ont un 
effet sur l’activation de AhR en mesurant les niveaux d’expression du gène CYP1A1 après un 
traitement avec un ingrédient actif de pesticide. Par la suite, il faudra déterminer la plus petite 
concentration de chacun des pesticides menant à une activation observable par qRT-PCR du 
récepteur aux hydrocarbures d'aryle. 
 
 
 
Le deuxième objectif du projet de recherche est de déterminer les effets de diverses 
combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides sur l’expression des gènes cibles de AhR tout 
en évaluant si les concentrations utilisées ont une influence sur l’expression des gènes CYP. 
Idéalement, il faudrait utiliser des combinaisons d’au moins une trentaine d’ingrédients actifs à 
des concentrations infiniment petites afin de bien mimer ce qui se passe réellement dans notre 
environnement. Or, de par une question de faisabilité, il est inconcevable d’utiliser autant 
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d’ingrédients actifs seuls, encore moins en combinaisons. De plus, puisque la technique de PCR 
quantitative sera utilisée pour de mesurer l’expression des gènes CYP, il sera impossible 
d’utiliser les concentrations d’ingrédients actifs de pesticides similaires à celles retrouvées dans 
notre environnement. Cependant, il sera tout de même possible d’établir une preuve de concept 
en utilisant des concentrations plus élevées que les concentrations auxquelles nous sommes 
réellement exposés.  
 
 
 
De ce même objectif découle un sous-objectif soit celui de déterminer si l’interaction croisée 
entre le récepteur AhR et le récepteur aux oestrogènes, phénomène largement documenté avec 
le TCDD, se voit influencé par la présence d’un mélange d’ingrédients actifs de pesticides. 
 
 
 
Le troisième objectif du projet de recherche est de modéliser le changement de conformation 
que subit le récepteur aux hydrocarbures d'aryle lorsqu’exposé soit à son ligand modèle, soit à 
un ingrédient actif de pesticides seul ou encore à un cocktail de pesticides. Le récepteur AhR 
n’ayant jamais été cristallisé, les résultats de cet objectif du projet de recherche représenteront 
une avancée non-négligeable sur les connaissances que nous avons sur ce récepteur. Il va de soi 
que les résultats de la modélisation permettront de mieux comprendre comment les nombreux 
ligands d’AhR influencent sur l’expression des gènes cibles de ce dernier.  
 
 
 
Eventuellement, il serait intéressant d’évaluer les effets desdits cocktails de pesticides sur 
l’ensemble des réponses cellulaires en effectuant un séquençage d’ARN à haut débit, une 
technique qui permettrait de déterminer quels gènes sont surexprimés et lesquels sont 
réprimés. 
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CHAPITRE 2 
 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
 
2.1 Culture cellulaire et traitements 
 
 
 
Les cellules MCF-7 utilisées sont celles fournies par le Département de Biologie de l’Université 
de Sherbrooke. Ces dernières sont des cellules adhérentes de cancer du sein dérivées d’un 
adénocarcinome humain. Les cellules sont maintenues en culture dans du milieu DMEM 
(Wisent) supplémenté avec 1% Pénicilline/Streptomycine (Sigma) ainsi que 10% FBS (Wisent) 
dans un environnement humide maintenu à 37ºC supplémenté avec 5% CO2.    
 
 
 
2.1.1 Traitements avec un ou plusieurs ingrédients actifs de pesticides 
 
 
 
Après 24 heures de croissance, les cellules ont été traitées durant 24 heures avec 1X des diverses 
concentrations à 1000X de Linuron (Sigma), de Carbaryl (Sigma), de Chlorpyrifos (Sigma), 
Bromoxynil (Sigma) et Thiabendazole (Sigma) et avec un volume équivalent de DMSO (Sigma) 
dans le cas des contrôles. Après 24 heures de traitement, le milieu de culture a été retiré et les 
cellules ont été lysées avec 300 µL du tampon de lyse du kit EZ-10 DNAaway RNA Mini-Prep 
(Bio Basic).  
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2.1.2 Cross-talk AhR et ERα 
 
 
 
Après 24 heures de croissance, le milieu de culture a été retiré. Les cellules ont été rincées deux 
fois avec du PBS à 37ºC puis 2 mL de milieu DMEM stripped (Wisent) ont été ajoutés dans 
chacun des puits. Après 48 heures en milieu DMEM stripped (Wisent), les cellules ont été 
traitées durant 24 heures avec 2 µL des diverses concentrations à 1000X de Linuron (Sigma), 
de Carbaryl (Sigma), de Chlorpyrifos (Sigma), Bromoxynil (Sigma) et Thiabendazole (Sigma) 
et avec un volume équivalent de DSMO (Sigma) dans le cas des contrôles en présence ou en 
absence de 10 nM d’estradiol (Sigma).  
 
 
 
2.2 Extraction de l’ARN 
 
 
 
Les ARN totaux ont été extraits avec le kit EZ-10 DNAaway RNA Mini-Prep (Bio Basics 
Canada) en suivant les instructions du manufacturier et ont été élués dans 30 µL d’eau stérile 
(Wisent). Le dosage de l’ARN a été réalisé à l’aide d’un NanoDrop puis les échantillons ont été 
dilués afin d’obtenir une concentration finale de 100 ng/µL. Les échantillons ont été conservés 
à -80º Celsius.  
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2.3 Transcription inverse et PCR quantitative 
 
 
 
La transcription inverse a été effectuée sur 500 ng d’ARN totaux en utilisant l’enzyme M-
MULV (Promega) et le tampon 10X M-MULV (Promega) ainsi que 0,5 µg de Random 
Hexamers par réaction (Sigma). Les amorces ayant été utilisés pour les PCR quantitatives sont 
énumérées dans le tableau 1 suivant. Le gène 36B4 a été utilisé en tant que contrôle interne.  
 
 
 
Tableau 2: Liste des amorces utilisées pour la qRT-PCR. 
Gène Sens Antisens 
36B4 CGACCTGGAAGTCCAACTAC ATCTGCTGCATCTGCTTG 
AhR CAGATGCTTTGGTCTTTTATGC GAAATTCAGCTCGGTCTTCG 
CYP1A1 TGAACCCCAGGGTACAGAGA GGCCTCCATATAGGGCAGAT 
CYP1B1 AACGTACCGGCCACTATCAC CCACGACCTGATCCAATTCT 
Séquences sens et antisens des amorces utilisées pour l’amplification des gènes 36B4, 
AhR, CYP1A1 et CYP1B1 lors de la qRT-PCR. 
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CHAPITRE 3 
 
RÉSULTATS 
 
 
3.1 Conditions expérimentales de traitement 
 
 
 
Dans le but de traiter les cellules MCF-7 avec un cocktail de pesticides, il a d’abord fallu 
déterminer les concentrations de chacun des ingrédients actifs de pesticides utilisés permettant 
une activation de la voie AhR à environ 25 % du maximum d’activation. Pour ce faire, les 
cellules MCF-7 ont été traitées avec un vaste éventail de concentrations de chacun des 
ingrédients actifs utilisés individuellement, c’est-à-dire le bromoxynil, le carbaryl, le 
chlorpyrifos, linuron et le thiabendazole, ainsi qu’avec du DMSO en tant que contrôle en plus 
d’utiliser des cellules ne recevant aucun ingrédient actif ni DMSO. Après 24 heures de 
traitement avec les ingrédients actifs de pesticides, l’activation de la voie AhR a été mesurée 
par qRT-PCR en ciblant le gène CYP1A1 en utilisant le gène 36B4 en tant que contrôle interne 
(Figure 9).  Cette expérience démontre que tous les ingrédients actifs choisis activent la voie 
AhR à différents niveaux.  
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Figure 9 : Courbe dose-réponse des MCF-7 suite au traitement avec divers 
ingrédients actifs de pesticides. Les niveaux d'expression du gène 
CYP1A1 ont été quantifiés par qPCR dans les cellules MCF-7 traitées 
au DMSO (CTL) ou traitées avec diverses concentrations 
d’ingrédients actifs de pesticides. Bromoxynil (A), carbaryl (B), 
chlorpyrifos (C), linuron (D), thiabendazole (E). Il est à noter que le 
résultat du thiabendazole a été obtenu par Myriam Fauteux. 
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3.2 Activation de la voie AhR par diverses combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides 
 
 
 
Après avoir déterminé les concentrations de chacun des ingrédients actifs de pesticides 
permettant une activation de la voie AhR à 25% de son activation maximale, les pesticides ont 
été utilisés en combinaison afin de déterminer si une combinaison d’ingrédients actifs de 
pesticides a un effet additif, synergique ou aucun effet. Pour ce faire, les cellules MCF-7 ont 
été traitées avec différentes combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides, soit le linuron à 25 
µM, le carbaryl à 20 µM ainsi que le chlopryrifos à 40 µM, tout en ayant un contrôle de DMSO 
et un contrôle de cellules non-traitées. Après 24 heures de traitement avec les différentes 
combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides, l’activation de la voie AhR a été quantifiée par 
qRT-PCR en ciblant le gène CYP1A1 et en utilisant le gène 36B4 en tant que contrôle interne 
(Figure 10). 
Figure 10: Courbe dose-réponse des MCF-7 suite au traitement avec diverses 
                  combinaison de trois ingrédients actifs de pesticides à haute concentration. 
                  Les niveaux d’expression du gène CYP1A1 ont été quantifiés par qRT-PCR dans 
                  les cellules MCF-7 non-traitées, traitées au DMSO (-) ou traitées avec diverses 
                  combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides. 
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Après avoir déterminé que certaines combinaisons de d’ingrédients actifs de pesticides ont un 
effet additif alors que d’autres ont un effet inhibiteur, un quatrième ingrédient actif de pesticide 
a été ajouté au mélange, soit le bromoxynil à une concentration de 60 µM tout en diminuant la 
concentration de moitié de chacun des ingrédients actifs afin d’éviter une saturation de 
l’activation de la voie AhR. Lors de cette expérience, les cellules MCF-7 ont été traitées avec 
différentes combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides, soit le linuron à 12,5 µM, le carbaryl 
à 10 µM, le chlopryrifos à 20 µM ainsi que le bromoxynil à 60 µM, tout en ayant un contrôle 
de DMSO et un contrôle de cellules non-traitées. Après 24 heures de traitement avec les 
différentes combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides, j’ai évalué l’activation de la voie 
AhR par qRT-PCR en ciblant le gène CYP1A1 en utilisant le gène 36B4 en tant que contrôle 
interne (Figure 11) 
 
 
Figure 11:  Courbe dose-réponse des MCF-7 suite au traitement avec diverses  
                    combinaisons de quatre ingrédients actifs de pesticides. Les niveaux 
                    d’expression du gène CYP1A1 ont été quantifiés par qPCR dans les cellules MCF- 
                    7 non-traitées, traitées au DMSO ou traitées avec diverses combinaisons 
                    d’ingrédients actifs de pesticides. 
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Cette expérience a permis de déterminer qu’en diminuant les concentrations de chacun des 
ingrédients actifs de pesticides, même s’il y a ajout d’un quatrième ingrédient, les combinaisons 
donnent lieu soit à un effet additif ou à un effet synergique. Cette expérience a également 
confirmé nos soupçons d’inhibition par le ligand de la part du linuron. En effet, lorsque celui-ci 
est en combinaison avec d’autres pesticides, il semble réduire l’activation de l’expression du 
gène CYP1A1. Pour cette raison, le linuron a été éliminé du mélange d’ingrédients actifs. 
L’hypothèse d’inhibition par le ligand sera discuté plus en détail dans la section discussion.  
Afin d’avoir une représentation plus juste de la réalité et éviter une saturation d’activation de la 
voie AhR, les concentrations utilisées du carbaryl ainsi que du chlorpyrifos ont été réduites d’un 
facteur de dix tout en conservant la même concentration pour le bromoxynil, ce dernier activant 
très peu la voie AhR lorsqu’utilisé seul.  
 
 
 
Lors de cette expérience, les cellules MCF-7 ont été traitées avec différentes combinaisons 
d’ingrédients actifs de pesticides, soit le carbaryl à 1 µM, le chlopryrifos à 2 µM ainsi que le 
bromoxynil à 60 µM, tout en ayant un contrôle de DMSO et un contrôle de cellules non-traitées. 
Après 24 heures de traitement avec les différentes combinaisons d’ingrédients actifs de 
pesticides, l’activation de la voie AhR a été quantifiée par qRT-PCR en ciblant le gène CYP1A1 
tout en utilisant le gène 36B4 en tant que contrôle interne (Figure 12) 
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Étant donné que la concentration du carbaryl et du chlorpyrifos étaient très faibles 
comparativement à celle du bromoxynil, le bromoxynil a été retiré du mélange et puis remplacé 
par le thiabendazole à une concentration de 1 µM. Il était d’autant plus intéressant d’ajouter le 
thiabendazole au mélange puisque ce dernier est couramment retrouvé dans les eaux potables 
lors des périodes d’épandage de pesticides, c’est-à-dire de mai à juin.  
 
 
 
Figure 12: Courbe dose-réponse des cellules MCF-7 suite au traitement avec diverses 
                   combinaisons de trois ingrédients actifs de pesticides. Les niveaux d’expression 
                   du gène CYP1A1 ont été quantifiés par qPCR dans les cellules MCF-7 non-traitées, 
                   traitées au DMSO ou traitées avec diverses combinaisons d’ingrédients actifs de 
                   pesticides. 
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Lors de cette expérience, les cellules MCF-7 ont été traitées avec différentes combinaisons 
d’ingrédients actifs de pesticides, soit le carbaryl à 1 µM, le chlopryrifos à 2 µM ainsi que le 
thiabendazole à 1 µM, tout en ayant un contrôle de DMSO et un contrôle de cellules non-traitées. 
Après 24 heures de traitement avec les différentes combinaisons d’ingrédients actifs de 
pesticides, l’activation de la voie AhR a été évaluée par qRT-PCR en ciblant le gène CYP1A1 
tout en utilisant le gène 36B4 en tant que contrôle interne (Figure 13).  
 
 
Cette expérience démontre que toutes les combinaisons ont effet synergique sauf la combinaison 
du thiabendazole et du carbaryl qui a plutôt un effet additif. Tous les résultats des expériences 
de combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides mis ensemble démontrent qu’en combinant 
plusieurs ingrédients actifs à faibles concentrations, il y a une activation soit additive ou 
synergique du récepteur AhR alors qu’à hautes concentrations, il y a plutôt une activation soit 
additive ou inhibitrice du récepteur.  
Figure 13: Courbe dose-réponse des cellules MCF-7 suite au traitement avec diverses 
                   combinaisons de trois ingrédients actifs de pesticides à faible concentration. Les 
                   niveaux d’expression du gène CYP1A1 ont été quantifiés par qPCR dans les cellules 
                   MCF-7 non-traitées, traitées au DMSO ou traitées avec diverses combinaisons 
                   d’ingrédients actifs de pesticides. 
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3.3 Interaction croisée entre AhR et le récepteur aux œstrogènes ERα 
 
 
 
Puisqu’il a été démontré à maintes reprises qu’il existe une interaction croisée entre le récepteur 
AhR et le récepteur aux œstrogènes (ERα), il a été question de savoir si un mélange d’ingrédients 
actifs de pesticides allait avoir le même effet que le TCDD sur cette interaction croisée. Tel que 
mentionné précédemment, il est connu que lorsque la voie AhR est activée par le TCDD et qu’il 
y a présence d’estradiol, le récepteur ERα recrute DNMT3B, une méthyltransférase, qui vient 
méthyler les XREs dans la région promotrice du gène CYP1A1, mais pas dans la région 
promotrice de CYP1B1.  Cette méthylation dans la région promotrice de CYP1A1 a pour effet 
d’inhiber la transcription de CYP1A1 alors que la transcription de CYP1B1 n’est aucunement 
affectée.  
 
 
 
Puisque l’interaction croisée entre AhR et ERα a été démontré avec le TCDD, le ligand modèle 
de AhR, la question suivante s’est alors posée : est-ce que le traitement des cellules MCF-7 en 
présence d’estradiol avec les différents ingrédients actifs de pesticides aura le même effet que 
le TCDD, c’est-à-dire une répression de CYP1A1, mais pas de CYP1B1? Afin de répondre à 
cette question, les cellules MCF-7 ont été traitées durant 24 heures avec différentes 
concentrations de chacun des différents ingrédients actifs de pesticides soit en absence ou en 
présence d’estradiol ou encore avec du DMSO dans le cas des contrôles. Les niveaux 
d’expression de CYP1A1 ainsi que de CYP1B1 ont ensuite été mesurés par qRT-PCR en utilisant 
le gène 36B4 en tant que contrôle interne. Ce résultat confirme donc nos soupçons puisqu’il y a 
bel et bien une répression de CYP1A1 alors que l’expression de CYP1B1 est inchangée par la 
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présence ou l’absence d’estradiol indépendamment de l’ingrédient actif utilisé pour le traitement 
(Figure 14). 
 
 
 
Puisque les ingrédients actifs seuls avaient le même effet que le TCDD au niveau de l’interaction 
croisée entre AhR et ERα, il a été question de déterminer si un mélange d’ingrédients actifs de 
pesticides composé de 1 µM carbaryl, 2 µM chlorpyrifos ainsi que de 1 µM thiabendazole aurait 
le même effet, c’est-à-dire une répression de CYP1A1 alors que CYP1B1 n’est pas affecté par la 
présence d’estradiol. Pour ce faire, les cellules MCF-7 ont été traitées pendant 24 heures avec 
Figure 14: Interaction croisée entre AhR et ERα. Les niveaux d’expression du gène CYP1A1 
                  et CYP1B1 ont été quantifiés par qPCR dans les cellules MCF-7 non-traitées, 
                  traitées au DMSO ou traitées avec 120 µM carbaryl (A), 100 µM chlorpyrifos (B) 
                  ou 500 µM thiabendazole (C) en présence et en absence d’estradiol (E2). 
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toutes les combinaisons possibles de ces différents ingrédients actifs ou encore avec du DMSO 
dans le cas des contrôles soit en présence ou en absence d’estradiol. Les niveaux d’expression 
de CYP1A1 et de CYP1B1 ont été quantifiés par qRT-PCR en utilisant le gène 36B4 en tant que 
contrôle interne. Tel qu’attendu, il y a répression de CYP1A1 (Figure 15 A) en présence 
d’estradiol alors que l’expression de CYP1B1 est inchangée (Figure 15 B). 
 
  
Figure 15: Interaction croisée entre AhR et ERα suite à un traitement avec un mélange 
                  d’ingrédients actifs de pesticides. Les niveaux d’expression du gène CYP1A1 et 
                  CYP1B1  ont été quantifiés par qRT-PCR dans les cellules MCF-7 non-traitées, 
                  traitées au DMSO ou traitées avec toutes les combinaisons possibles de 1 µM 
                  carbaryl, 2 µM chlorpyrifos et 1 µM thiabendazole en présence et en absence 
                 d’estradiol (E2). 
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CHAPITRE 4 
 
DISCUSSION 
 
 
 
Les pesticides étant utilisés massivement en agriculture afin de diminuer les risques de ravage 
des cultures par des espèces nuisibles, nous sommes de plus en plus exposés à ces derniers. En 
effet, non seulement les pesticides sont appliqués en champs au début des cultures, mais certains 
sont même vaporisés sur les fruits et légumes avant leur exportation afin d’éviter que la peau de 
ces derniers ne soit ravagée par des moisissures. D’autres sont même appliqués à différents 
intervalles sur les cultures. Ainsi, nous sommes en contact avec des cocktails de pesticides à la 
fois via notre alimentation, mais également par notre eau potable qui est régulièrement 
contaminée par les pesticides lors des périodes d’épandage des pesticides, mais également tout 
au long de la période estivale. Malheureusement, les effets d’un tel mélange de pesticides sur 
nos cellules demeurent encore inconnus jusqu’à ce jour.  
 
 
 
Le traitement des cellules MCF-7 avec un vaste éventail de concentrations de divers ingrédients 
actifs de pesticides démontre que tous activent la voie AhR de la même façon, c’est-à-dire que 
plus on augmente la concentration du pesticide, plus l’expression de CYP1A1 est augmentée 
jusqu’à l’obtention d’un plateau à de très hautes concentrations (Figure 9). Cependant, pour le 
linuron, le résultat démontre qu’entre 20 µM et 200 µM, il y a une augmentation croissante de 
l’expression de CYP1A1 en fonction de l’augmentation de la concentration de l’ingrédient actif. 
Entre 200 µM et 300 µM, il y a obtention d’un plateau et l’expression de CYP1A1 est alors 
stable. Ensuite, entre 300 µM et 500µM, l’expression de CYP1A1 chute drastiquement, ce qui 
laisse présager un mécanisme d’action différent des autres ingrédients actifs de pesticides 
utilisés (Figure 9).  
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En effet, cette chute d’expression du gène CYP1A1 peut s’expliquer de trois différentes façons. 
Premièrement, il se peut qu’il y ait du squelching. Le squelching est un phénomène biologique 
caractérisé par une chute d’expression s’expliquant par le fait qu’un activateur de transcription 
vient inhiber la transcription d’un autre gène, dans ce cas-ci le gène CYP1A1 (Schmidt et al., 
2016). La deuxième explication est qu’il y a ubiquitination du récepteur AhR et donc 
dégradation du récepteur. Effectivement, il est connu que lorsqu’un facteur de transcription est 
suractivé, comme c’est le cas en présence d’une haute concentration de ligand, il est alors 
assujetti à du rétrocontrôle et est ainsi ubiquitiné puis dégradé par le protéasome (Geng et al., 
2012). Puisque le facteur de transcription se retrouve alors dégradé, il y a une diminution de 
l’expression des gènes cibles, dans ce cas-ci le gène CYP1A1. La troisième explication, et la 
plus plausible considérant les effets du linuron lorsqu’il est utilisé en combinaison, est un 
phénomène d’inhibition par le ligand. Ce dernier phénomène est caractérisé par une hausse de 
l’expression d’un gène cible lorsque la concentration du ligand augmente puis par l’obtention 
d’un plateau et ensuite par une chute d’expression soudaine. En fait, lorsque tous les récepteurs 
présents sont occupés par le ligand, ce dernier se lie alors sur un site allostérique présent sur le 
récepteur et engendre un changement de conformation qui empêche maintenant le récepteur de 
lier l’ADN. Puisque le récepteur est alors incapable de lier l’ADN, il n’y a plus d’activation de 
la transcription et on se retrouve alors avec une chute d’expression du gène cible.  
 
 
 
À mon avis, le troisième phénomène c’est-à-dire le phénomène d’inhibition par le ligand est le 
plus probable puisque même à faibles concentrations, lorsqu’on ajoute le linuron à un mélange 
d’ingrédients actifs de pesticides, on observe une moins grande expression du gène CYP1A1 
que lorsque ce dernier est absent. Tel que l’on peut le constater dans la figure 10, lorsqu’on 
ajoute le linuron à n’importe quel autre ingrédient actif de pesticides, on fait face à un effet 
inhibiteur alors que la seule combinaison qui ne contient pas de linuron a un effet additif. Or, si 
on avait affaire à un phénomène de squelching, je ne crois pas que nous aurions obtenu un effet 
inhibiteur à de si faibles concentrations. De plus, un phénomène d’ubiquitination du récepteur 
est peu probable étant donné que les concentrations utilisées de chacun des ingrédients actifs 
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sont assez faibles. Même en diminuant la concentration du linuron de moitié ainsi que la 
concentration de tous les autres ingrédients actifs du mélange, on obtient le même effet de la 
part du linuron, c’est-à-dire une diminution de l’expression du gène CYP1A1. En effet, dans la 
figure 11, on remarque que la combinaison du carbaryl et du bromoxynil est synergique alors 
que la même combinaison à laquelle on ajoute du linuron devient additive. De la même manière, 
la combinaison du carbaryl et du chlorpyrifos mène à une induction du gène CYP1A1 d’environ 
600 alors que si on ajoute du linuron à cette combinaison on se retrouve plutôt avec une 
induction du gène CYP1A1 d’environ 450. De la même façon, la combinaison du carbaryl, 
chlorpyrifos et bromoxynil mène à une induction du gène CYP1A1 d’environ 700 alors que si 
on ajoute du linuron à cette combinaison, on se retrouve plutôt avec une induction du gène 
CYP1A1 de 500. Il apparaît donc évident que la théorie la plus plausible pour expliquer cette 
diminution de l’expression du gène CYP1A1 lorsqu’il y a ajout de linuron est la théorie 
d’inhibition par le ligand.  
 
 
 
Étant donné les effets soupçonnés du linuron, ce dernier a été retiré des expériences 
subséquentes. Supportant encore l’hypothèse que le linuron a un effet d’inhibition par le ligand 
lorsque combiné à d’autres ingrédients actifs, les figures 12 et 13 démontrent que lorsque chacun 
des ingrédients actifs est présent à de faibles concentrations, la voie AhR est activée de manière 
additive ou synergique. Bien que les concentrations utilisées soient d’environ 100 à 200 fois 
plus élevées que celles retrouvées dans nos eaux potables durant la période d’épandage, ces 
résultats semblent indiquer qu’une fois combinés, les pesticides ont un effet beaucoup plus 
important sur l’activation de la voie AhR que lorsqu’ils sont seuls.  
 
 
 
Non seulement ils peuvent avoir des effets additifs ou synergiques dépendant de la combinaison, 
ces derniers ont également un effet sur l’interaction croisée entre le récepteur AhR et le récepteur 
aux oestrogènes, ERα. En effet, les résultats de la figure 14 démontrent que les ingrédients actifs 
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seuls, lorsqu’il y a présence d’estradiol, ont le même effet que le TCDD sur l’interaction croisée 
entre AhR et ERα. Effectivement, on remarque qu’en présence d’estradiol, le gène CYP1A1 est 
fortement réprimé alors que l’expression de CYP1B1 demeure sensiblement la même, même 
qu’elle semble être augmentée dans le cas du thiabendazole. De la même façon, les résultats de 
la figure 15 suggèrent qu’un cocktail de pesticides a exactement le même effet que chacun des 
ingrédients actifs seuls. En effet, on peut remarquer que dans la figure 15 A, en absence 
d’estradiol le gène CYP1A1 est fortement exprimé alors qu’en présence d’estradiol, ce dernier 
voit son expression presque complètement réprimée. Au contraire, dans la figure 15 B, on 
remarque que l’expression de CYP1B1 n’est nullement affectée par la présence ou l’absence 
d’estradiol.  
 
 
 
D’un point de vue moléculaire, ce résultat est fort inquiétant puisqu’il démontre qu’en présence 
d’un cocktail de pesticides et d’estradiol, le ratio CYP1A1/CYP1B1 est modifié et est ainsi en 
faveur du gène CYP1B1. Or, l’hypothèse que ce dernier joue un rôle critique dans les cancers 
de la glande mammaire a déjà été émise (Coumoul et al., 2001). De plus, il est largement accepté 
dans la littérature que l’enzyme CYP1B1 métabolise l’estradiol en 4-hydroxyestradiol, celui-ci 
ayant des propriétés génotoxiques. De ce fait, il est possible d’en déduire qu’un débalancement 
du ratio CYP1A1/CYP1B1 en faveur de CYP1B1 pourrait mener à l’accumulation de 4-
hydroxyestradiol et ainsi augmenter les risques de mutations à l’ADN. Bien que ce n’est qu’une 
hypothèse, nous planifiions, dans un futur rapproché, de mesurer les métabolites de l’œstrogène, 
c’est-à-dire le 2-hyroxyestradiol ainsi que le 4-hydroxyestradiol, suite à un traitement avec les 
pesticides seuls ou en combinaison. Ainsi, nous pourrions déterminer si le débalancement du 
ratio CYP1A1/CYP1B1 au niveau génique a réellement un effet au niveau de la métabolisation 
de l’estradiol.  
 
Bien que tous les résultats que j’ai obtenus jusqu’à présent démontrent clairement les effets d’un 
cocktail de pesticides sur l’activation de la voie AhR, le mécanisme d’action d’un tel mélange 
de pesticides demeure encore inconnu. Pourquoi certaines combinaisons sont-elles additives ? 
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Pourquoi dans certains cas observe-t-on un effet synergique ? Comment expliquer ces deux 
effets ? Toutes ces questions demeurent sans réponses. Afin de répondre à ces questions, il sera 
nécessaire de caractériser les interactions entre les différents ligands, dans ce cas-ci les 
ingrédients actifs de pesticides, et le récepteur AhR. Afin de pouvoir caractériser ces 
interactions, il faudra d’abord cloner et exprimer le récepteur AhR. Étant donné qu’AhR contient 
plusieurs domaines, seul le domaine de liaison au ligand sera cloné puis exprimé dans les E.coli 
Rosetta 2 (DE3) et ensuite purifié en utilisant une colonne contenant une résine de nickel..  
 
 
 
Étant donné qu’il est connu que AhR subit un changement de conformation lorsqu’un ligand s’y 
lie, il serait intéressant de vérifier si le changement conformationnel que subit AhR lorsqu’il est 
lié au TCDD, son ligand modèle, diffère de celui généré par la liaison des ingrédients actifs de 
pesticides. Puisqu’en présence d’un cocktail de pesticides AhR est activé différemment que 
lorsqu’il est en présence d’un seul ingrédient actif, nous avons émis l’hypothèse qu’il subit un 
changement de conformation différent. Effectivement, nous croyons que le changement de 
conformation qu’il subit lui permet de lier plusieurs ingrédients actifs de pesticides en même 
temps dans son domaine de liaison au ligand. Puisque nous nous attendons à un changement de 
conformation différent, nous nous attendons également à ce que cette structure différente 
permette au récepteur de se lier différemment aux XREs et d’ainsi mener à une expression 
synergique d’un de ses gènes cibles, soit CYP1A1.  
 
 
 
En ce qui concerne les effets additifs lorsque les cellules MCF-7 sont traitées avec une très faible 
concentration de chacun des ingrédients actifs, comme c’est le cas dans la figure 13, 
l’explication la plus simple et la plus plausible demeure la suivante: si deux ou plusieurs 
ingrédients actifs ont une affinité semblable pour AhR, l’ajout d’une concentration X d’un ou 
de l’autre revient au même que si on avait ajouté la somme de chacune des concentrations d’un 
seul des ingrédients actifs. Cependant, pour les combinaisons qui ont un effet additif à de hautes 
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concentrations et un effet synergique à de plus faibles concentrations, il est possible qu’il y ait 
tout simplement une saturation du récepteur. En effet, si à de hautes concentrations d’ingrédients 
actifs de pesticides, on semble observer un effet plutôt additif et qu’en diminuant la 
concentration de chacune des composantes du mélange on se retrouve alors avec un effet 
synergique, cela signifie tout simplement qu’à hautes concentrations, le récepteur était saturé. 
Ceci étant dit, si à de très faibles concentrations on se retrouve avec un effet additif, il est alors 
plus probable que les ligands utilisés dans ce mélange aient une affinité semblable pour le 
récepteur. L’utilisation de la calorimétrie permettrait de valider l’hypothèse des ligands ayant 
une affinité semblable en calculant la constante d’affinité. Ainsi, il serait possible de déterminer 
quels sont les ligands ayant la plus forte affinité pour le récepteur, lesquels ont la plus faible et 
lesquels ont une affinité semblable.  
 
 
 
Il a été mentionné précédemment qu’il serait intéressant d’observer le changement de 
conformation que subit AhR en présence d’un ou plusieurs ligands. Il a déjà été planifié 
d’utiliser la RMN ainsi que le dichroïsme circulaire afin de bien visualiser ce changement de 
conformation. Pourquoi utiliser deux méthodes ? La raison est bien simple. Ces deux méthodes, 
bien que toutes deux renseignent sur la structure d’une protéine en solution, ne fournissent pas 
le même genre d’informations. Effectivement, la RMN donne des renseignements au niveau de 
la structure tertiaire alors que le dichroïsme circulaire renseigne sur la structure secondaire. 
Ainsi, ces deux techniques sont complémentaires. Bien évidemment, la RMN est beaucoup plus 
puissante que le DC, mais rien n’empêche de combiner ces deux techniques afin d’obtenir le 
plus d’informations possibles sur ce changement de conformation. Bien évidemment, la 
cristallographie à rayons X est également une option envisageable puisqu’elle permettrait de 
mieux visualiser l’organisation des acides aminés du récepteur AhR. Ainsi, nous pourrions 
comparer le cristal de AhR avec le TCDD versus le cristal de AhR avec une combinaison 
d’ingrédients actifs de pesticides par exemple. On pourrait ainsi vérifier si ce sont les mêmes 
acides aminés de la pochette de liaison au ligand qui interagissent avec les ligands. Bien 
évidemment, la cristallographie à rayons X est également une option envisageable. Puisque la 
cristallographie à rayons X est une technique plus efficace pour comprendre l’organisation 
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d’une protéine, nous pourrions l’utiliser pour vérifier si ce sont toujours les les acides aminés 
de la pochette de liaison au ligand qui lient le ligand. Dans la même ligne de pensée, nous 
pourrions vérifier l’hypothèse que les combinaisons d’ingrédients actifs de pesticides qui 
donnent lieu à une activation synergique sont un résultat d’un changement 
conformationnel différent dû au fait que plusieurs pesticides se retrouvent dans la pochette de 
liaison au ligand simultanément.  
 
À l’heure actuelle, les résultats du présent projet de recherche ne sont que la pointe de l’iceberg, 
mais n’en demeure pas moins que les résultats sont fort inquiétants. Évidemment, il est impératif 
de pousser cette recherche plus loin afin de déterminer comment les différents pesticides 
interagissent avec le récepteur et comment cette interaction influe sur l’activation des gènes 
cibles de AhR. De la même façon, il serait intéressant de comparer les effets des ingrédients 
actifs de pesticides avec les formulations de pesticides utilisés dans les champs soit seuls ou en 
combinaison.  
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CHAPITRE 5 
 
CONCLUSION GÉNÉRALE 
 
 
 
Les résultats du présent projet de recherche démontrent clairement les effets de cinq différents 
ingrédients actifs de pesticides, qu’ils soient seuls ou en combinaison, sur l’activation de la voie 
du récepteur aux hydrocarbures d'aryle. Cependant, les mécanismes de la transcription qui 
mènent à une activation soit inhibitrice, additive ou synergique n’ont pu être élucidés. Bien que 
plusieurs questions demeurent sans réponse, les résultats de la présente recherche représentent 
un pas dans la bonne direction. Effectivement, ce projet a permis d’un peu mieux comprendre 
comment un cocktail de pesticides peut affecter certaines voies cellulaires, notamment la voie 
du récepteur aux hydrocarbures d’aryle. 
 
 
 
Éventuellement, il serait intéressant d’utiliser un autre modèle cellulaire, peut-être même des 
cellules non-cancéreuses, afin de réellement évaluer les effets des pesticides sur ces dernières. 
Il serait d’autant plus intéressant d’affecter un séquençage d’ARN à haut débit afin de réellement 
mieux comprendre comment ces pesticides influencent la transcription génique. 
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